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主  論  文  の  要  約  
Impaired NFKBIE Gene Function decreases Cellular Uptake of Methotrexate by 
Down-regulating SLC19A1 Expression in a Human Rheumatoid Arthrit is  Cell Line.  
（ヒト関節リウマチ滑膜細胞株において、 NFKBIE 遺伝子機能の抑制により
SLC19A1 遺伝子の発現がダウンレギュレートすることで Methotrexate の細胞内
取り込みが減少する。）  
                   東京女子医科大学大学院  
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【目  的】  
NFKBIE 遺伝子における非同義 SNP(一塩基多型 )である rs2233434(Val194Ala)
は、日本人関節リウマチ (RA)患者における疾患感受性遺伝子の一つとして知ら
れる一方、転写因子 NF-κ B の活性と密接に関連している。また、 RA による炎
症により、 RA 治療のキードラッグである Methotrexate(MTX)代謝経路内の酵素
の発現量が変化する可能性も指摘されている。我々は、NFKBIE 遺伝子が MTX の
作用機序に影響を及ぼすかどうかを検討した。  
【対象および方法】  
関節リウマチ滑膜細胞株 (MH7A)を用いて、NFKBIE 遺伝子ノックダウンそして  
NFKBIE 野生型 (WT)と NFKBIE 変異体 (Val194Ala)の過剰発現を行った。これらト
ランスフェクションされた MH7A は、 MTX や炎症性サイトカイン (TNF-α、 IL-1
β )の存在下で培養し、MTX 代謝酵素群の発現量をそれぞれ定量 PCR にて測定し
た。さらに、 NFKBIE をノックダウンした環境下で、 MTX 誘導体の細胞内取り込
みと排出についてそれぞれフローサイトメトリーにて測定した。                                     
【結  果】  
NFKBIE をノックダウンすることで、 MTX の主要な膜トランスポーターであり  
細胞内取り込みに関わる SLC19A1 の発現量が減少した。しかし、 MTX の細胞外
排出に関わる ABC transporters やその他の MTX 代謝酵素群の発現量には変化を
認めなかった。また、 MTX 誘導体の細胞内取り込みは減少したが、細胞外排出
に関しては明らかな差を認めなかった。さらに過剰発現を行った実験において
も、 Val194Ala 過剰発現細胞では WT 過剰発現細胞と比較して、 SLC19A1 の発現
量が減少することが確認された。  
【考  察】  
SLC19A1 の発現に関わる分子メカニズムは、未だ十分に解明されていると  
は言い難い。「マウス滑膜細胞に外因性 IL-6 を添加することで SLC19A1 の発現
が減少する」、「 RA 患者では ESR(赤血球沈降速度 )と SLC19A1 の間には負の相関
を認める」といった過去の報告がある。これらの報告から、 SLC19A1 の発現減
少には炎症状態が関与していると推測される。さらに、「 NFKBIE ノックアウト
マウスでは炎症性サイトカインが増加する」、「 Val194Ala 過剰発現細胞では NF-
κ B 活性が高い」とする過去の報告から、本研究では単一の細胞株を用いた実
験ではあったが、NFKBIE 遺伝子の機能が抑制されることで SLC19A1 発現が減少
し、その結果 MTX の細胞内取り込みが阻害されると考えられた。  
【結  論】  
外因性サイトカインを添加し RA 患者の滑膜の細胞環境を再現した cell  
culture model において、 NFKBIE 遺伝子は MTX 代謝経路を構成する一部の酵素
の発現に影響を与えた。つまり NFKBIE 遺伝子の機能抑制が存在すると、SLC19A1
の発現低下が起こり MTX の細胞内取り込みが減少し、その結果 MTX 抵抗性を生
ずる可能性がある。このことは、 MTX 治療抵抗性メカニズムの解明に役立つと
思われる。また、こうした結果を日本人 RA 患者における疾患感受性遺伝子で認
めたことは重要である。今後さらなる in vivo での検討が必要である。  
